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Abstrakt

Geneticky kod je definovan jako kli¢, podle kterého jsou k jednotlivym kodonim pfifazovany
aminokyseliny. Geneticky kod je degenerovany, coZz znamena, Ze pro vétSinu aminokyselin existuje vice
synonymnich kodon(l. Po dlouhou dobu se myslelo, Ze takzvané tiché mutace, kdy nedojde k zdméné
aminokyseliny, ale pouze ke vzniku synonymniho kodonu, nemaji na genovou expresi vliv. Pozdéji se vsak
podrobnéjsim vyzkumem na molekuldrni drovni zjistilo, Zze frekvence vyuziti synonymnich kodonu je
jednim z faktor( ovliviiujicich rychlost ¢i efektivitu translace, stabilitu mRNA ¢&i schopnost proteinu
zaujmout spravnou konformaci. V celé radé studii tak byl prokazan vliv pouZziti urcitych kodont na genovou

expresi.

Tato bakalarska prace je reSersi dostupné literatury tykajici se vySe zminénych objevl. Nejprve jsou
shrnuty zakladni informace ohledné tRNA, jeji struktury a modifikaci v antikodonové smycce. Ddle je
popsano parovani mezi kodonem a antikodonem a nekanonické parovani wobble. Nasledné se soustifedim
na samotnou rozdilnou frekvenci pouZivani synonymnich kodond, jejich preferenci (v anglicky psané
literature oznacované terminem ,,codon bias”). Jsou rozebrany jeji mozné pfticiny, souvislost s obsahem
GC parQ v genomu, dohady o vyzkumu ¢i vybéru optimalniho kodonu a jaky je vliv pouZivani synonymnich
kodon( na efektivitu translace. Jsou citovany mnohé studie na rlznych modelovych organismech véetné

Clovéka, které se snazily tento fenomén popsat.

Klicova slova: exprese tRNA, efektivita translace, frekvence poufZiti kodonl, modifikace tRNA, synonymni

kodony



Abstract

Genetic code is defined as a set of rules, which encode aminoacid sequences in proteins, according to
codon usage. It is widely known, that there are multiple codons for most aminoacids, thanks to the
degeneracy of the genetic code. There was a hypothesis, that silent mutations, which result in a
synonymous codon and not in incorporating of a different aminoacid into the peptide chain, don’t affect
the gene expression. Later however, it was found through more detailed research on molecular level, that
codon usage bias is in fact one of the factors, that regulate translation effectivity and rate, mRNA stability

or even protein folding and gene expression. There has been many studies published on these topics.

This bachelor thesis is a review of these studies. First, | summarize basic information on tRNA, its structure
and modifications in anticodon loop. Next | write about base pairing between codon and anticodon,
including the non-canonical wobble base pairing. Then | emphasize on codon bias, its causes, its
relationship with genome GC content. | also include some author’s conjectures about how to approach
this phenomenon, which codons are optimal and what is the impact of codon usage bias on translation
efficiency. | cite many studies on this topis, which was researched on many model organisms, including

Homo sapies.

Key words: tRNA expression, translation efficiency, codon usage bias, tRNA modifications, synonymous

codons
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1 Uvod

Molekula transferové RNA (tRNA) je jeden z typl ribonukleové kyseliny (RNA) vyskytujici se v bunkach.
Jeji funkce se uplatriuje pfi translaci, nebot na zakladé spravné interakce kodonu a antikodonu pfinasi do

nové se tvoriciho polypeptidového fetézce spravnou aminokyselinu.

Translace je proces, pfi kterém podle genetické informace vznika molekula proteinu. Geneticka informace
je myslena jako informace, kédovana urcitym genem v DNA, jejiz prepis do RNA dle komplementarity bazi
se nazyva transkripce. Na zacatku transkripce je diky transkripénim faktorlim nalezen promotor (TATA i
CAT box) a enzymem DNA-dependentni RNA polymeraza je vytvorena molekula pre-mRNA, kterd je u

eukaryot dale upravovana, napt. sestfihem intrond. Vznikd molekula messengerové RNA (mRNA).

Ta je v procesu translace ,,¢tena” mezi velkou a malou podjednotkou ribosomu (40S a 60S u eukaryot, 30S
a 50S u prokaryot) po tripletech bazi, které se nazyvaji kodony. Dekddovani na zakladé komplementarity
bazi mezi kodonem a antikodonem (trojice bazi, parujici s kodonem) provadi molekula transferové RNA,
ktera ma na 2‘ ¢i 3 —OH skupinu ribézy adenosinu v sekvenci 5-CCA-3‘ na svém 3" konci navazanou
aminokyselinu. Tuto reakci (aminoacylaci) katalyzuji aminoacyl-tRNA-syntetazy, kterych je 20 druhd, pro

kazdou aminokyselinu vlastni.

V ribosomu jsou tak zvand A- P- a E- mista. Aminoacylovana tRNA vstupuje nejprve do A-mista
(aminokyselinového), kde probiha cteni kodonu. V pfipadé zarazeni spravné tRNA dojde k posunuti
podjednotek ribosomu po mRNA o tfi baze smérem ke 3‘ konci, posunuti pravé cteného kodonu
s navazanou tRNA s aminokyselinou do P-mista (peptidového). Do A-mista vstupuje dalsi tRNA
s aminokyselinou, a v pfipadé komplementarity bazi mezi kodonem a antikodonem zde opét zlstava a
dochazi k posunuti ribosomu vyse popsanym zplsobem. Pokud mezi bazemi neni moZnost parovani,

aminoacylovana molekula tRNA vystupuje a pfichdzi jind tRNA s jinym antikodonem.

V ribosomu pak mezi A- a P- mistem dochdzi mezi molekulami aminokyselin ke vzniku peptidové vazby,
konkrétné mezi uhlikem C1 na na C-konci polypeptidu a dusikem N2 pristupujici aminokyseliny. Ribosom
se opét posune smérem ke 3 konci MRNA, tRNA z P-mista se dostava do E-mista (exit). Na novy kodon

v A-misté naseda dalsi tRNA.

Proces translace pokracuje, dokud jsou na mRNA kodony, kddujici nékterou z aminokyselin. Ukoncuje ji

STOP kodon (UAA, UAG ¢i UGA), ktery zplsobi rozloZeni celého komplexu ribosomu a mRNA pomoci



navazani release faktorll. Vznikly protein se sklada a pripadné prochazi dalSimi post-transla¢nimi

Upravami, v zavislosti na tom, o jaky protein se jedn3, jaka je jeho funkce ¢i cilova lokalizace.

Pro vétsinu aminokyselin vsak existuje vice kodon, které ji koduji. Geneticky kod je proto popisovan jako
degenerovany. Molekuly tRNA, které vazi stejnou aminokyselinu, ale obsahuji rozdilny antikodon, se
nazyvaji isoakceptorové. Navic miZe jedna molekula tRNA dekddovat vice kodonl diky takzvanému
wobble parovani. Jde o mechanismus, kdy (napriklad kvali modifikacim baze na wobble pozici
v antikodonu) mUlze dochazet ke tvorbé vodikovych mUstkd i mezi jinymi funkénimi skupinami a tedy
jinymi bazemi, nez by odpovidalo kanonickému parovani mezi bazemi (Watson-Crickovo parovani).

Modifikace nukleotidl v tRNA tedy zvySuji mozZnosti parovani.

Prestoze jsou vSechna tato fakta dlouhou dobu zndm3, teprve vyzkumy z poslednich let ukazuji, ze buriky
a organismy mohou vyuZivat rlizné kodonové sloZeni jednotlivych genl napf. k regulaci genové exprese.
Vlivem mnoha faktorl popsanych dale mohou vyuZivat r(izné kombinace synonymnich kodon0 v té samé
MRNA, aby se zvysila translaéni efektivita ¢i rdstova rychlost. Vyzkum probéhl na genomech vsech tfi
domén Zivota (prokaryota, eukaryota i archea). U mnohobunécénych organism( bylo popsano téz rozdilné

pouzivani kodon( v ramci jednotlivych tkani.

Tako bakaldfska prace ma za uUkol shrnout soucasné védomosti tykajici se frekvence pouZivani

synonymnich kodon a jejich preferenci, a jak tato ovliviiuje genovou expresi.



2 Transferova RNA

Transferova RNA se sklada ze 75 nukleotidového jadra a 3-CCA konce (Pak et al., 2017), pocet nukleotidl
se vsak mUze pohybovat mezi 73 a 95 (Anderson & Ivanov, 2014). Pribliznd molekulova hmotnost tRNA je

25 000 Da (Clark, 2006).

Transferova RNA se v burice vyskytuje ve velkém nadbytku a byva vyrazné modifikovana; primérny pocet
modifikaci na molekulu je 13 (Pan, 2018). Primarni transkript obsahuje sice pouze standardni baze A, C,
G, U, avsak v pribéhu maturace dochazi k jejich ¢etnym modifikacim. Z celkového poctu modifikaci
rliznych typ& RNA byva nejvice modifikovana pravé tRNA. Cetnost se lidi i napfi¢ riznymi organismy nebo
je rozdilnd u jaderné a napfriklad plastidové tRNA. Modifikace ovliviiuji molekuldrni vlastnosti, jako je
napriklad vysledna tercidrni struktura ¢i adaptace k rllznym teplotam prostredi (u termofilnich organismu
brani denaturaci molekuly zvySenim jeji stability, u psychrofilnich organismi zase zvysuji flexibilitu
struktury) (shrnuto v: Lorenz et al. (2017)). Pfehled téchto zmén uvadi databaze , The RNA Modification

Database” (Cantara et al., 2011).

2.1 Geny kédujici tRNA

Molekula tRNA vznikd transkripci svych gend za pomoci komplexu RNA polymerdzy Ill. MnoZstvi
jednotlivych isoakceptor( v burice je tedy regulovano jejich transkripci a poctem jejich genl (shrnuto v:
Novoa & Ribas de Pouplana (2012)). Pocet genl pro kazdou tRNA se |isi a souvisi s pouzivanymi kodony.
Naptiklad na kvasince Saccharomyces cerevisiae, konkrétné kmeni S288C, bylo nalezeno 274 genu pro

tRNA. Z téchto nasledné vznika 42 druhl tRNA s rGznymi antikodony (Percudani et al., 1997).

U mnohobunéénych organism0 (naptiklad clovéka) se exprese rliznych isoakceptorovych tRNA lisi
v zavislosti na typu tkané (Dittmar et al., 2006). Autofi porovnavali expresi isoakceptorovych tRNA v osmi
rGznych tkanich. Pro detekci poutzili microarray metodu. Zjistili, Ze exprese jednotlivych typt tRNA se lisila
tkan od tkané (dle pouzivanych kodon( — viz také Plotkin et al. (2004)) a v mozku byla celkové vyssi
(Dittmar et al., 2006). Ve srovnani s mozkovou tkani bylo nalezeno napfiklad v organech imunitniho
systému vétsi mnozstvi molekul tRNA prenasejicich hydrofobni aminokyseliny, téchto bylo zase
v reprodukcnich tkanich nalezeno méné. V mozku bylo nejvice molekul tRNA obsahujich antikodonovou
sekvenci pro vétsinu nabitych a polarnich aminokyselin. Souvisi to pravdépodobné s dostupnosti

aminokyselin v téchto tkanich.



2.2 Struktura tRNA

Z hlediska sekundarni struktury je mozno popsat molekulu transferové RNA jako ,jetelovy list“ (v anglické
literatufe oznacovany jako ,cloverleaf”), nebot dochazi k typickému parovani bazi v ramci molekuly.
LJetelovy list” se sklada z nékolika ¢asti (Lorenz et al., 2017). Terciarni strukturu tRNA Ize popsat jako tvar

pismene L. Obé struktury transferové RNA ukazuje obrazek ¢.1.

V molekule tRNA, jako obecné u nukleovych kyselin, je popisovan 5‘- a 3‘-konec. Tyto dohromady tvori
akceptorovy stonek (,acceptor stem”). Na 3‘-konci se nachazi triplet bazi CCA. Tam je pomoci enzymu
aminoacyl-tRNA-syntetdz pripojena aminokyselina, jak je popsano dale. Ddle se daji rozlisit tzv. ,loops”,
smycky, i ,,arms”, raménka — D-raménko, antikodonové raménko, variabilni smycka a T-W-raménko
(shrnuto v: Lorenz et al. (2017)). Nazvy ramének jsou odvozeny od zkratek modifikovanych bazi, které se
v nich nachazi. Pro D-raménko je to dihydrouridin, v T-W-raménku jsou ribothymidin a pseudouridin
(Nobles et al., 2002). Nékteré tyto modifikované nukleotidy se oznacuji jako konzervované, nebot se na

téchto konkrétnich pozicich u molekul tRNA objevuji s velmi vysokou frekvenci (Sprinzl et al., 1998).

Ne vSechny tRNA vsak zaujimaji sekundarni strukturu ,jetelového listu“. Toto bylo popsano napftiklad u
mitochondridlnich tRNA, které jsou kratsi a mdZou jim chybét nékteré ¢asti, naptiklad cela D- ¢i T-raménka,

nebo i obé. Tato raménka jsou dllezita pro tvorbu tercidrni struktury (shrnuto v: Lorenz et al. (2017)).

V rdmci tercidrni struktury je na jednom konci antikodon, na druhém 3‘-CCA konec. V ohybu struktury
dochazi k interakci D- a T-ramének (Pak et al., 2017). Pti téchto interakcich a skladani molekuly tRNA do

terciarni struktury se U&astni pfitomné modifikované nukleotidy a Mg?* ionty (Nobles et al., 2002).
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Obrazek ¢.1: Struktura tRNA, vlevo sekundarni, vpravo terciarni. Vyznaceny jsou i nékteré modifikace bazi,
jejichz zkratky jsou uvedeny v seznamu poutzitych zkratek. V terciarni strukture je vyznaceno Cislovani bazi
antikodonu (34-36). Spole¢né s bazi na 73.pozici jsou tyto nukleotidy rozeznavdny aminoacyl-tRNA-

syntetdzami. Upraveno podle: Hartman & Smith (2014).

2.2.1 Modifikace antikodonové smycky
Modifikaci se rozumi biochemicka Uprava baze pomoci rliznych enzym( — napfiklad pfidani funkéni

skupiny. Pfiklady moznych modifikaci antikodonové smycky uvadi obrazek ¢.2.
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Obrazek €.2: Moznosti modifikaci bazi tRNA v antikodonové smycce u kvasinky Saccharomyces cervisiae.
Cisla oznacuji poradi baze v molekule tRNA, 7luté vyznacené nukleotidy 34 a7 36 tvofi antikodon. Vyznam

zkratek je uveden vyse v Casti Seznam pouzitych zkratek. Pfevzato z: Han & Phizicky (2018)

Modifikace ve wobble pozici mohou ovliviiovat, se kterou bazi v kodonu bude mozné parovani. U riznych

organismud se mohou modifikace lisit (Higgs & Ran, 2008).

U antikodonové smycky jsou modifikace dobre prozkoumané. Napfi¢ organismy je zde nejvétsi variabilita.
Je popsan jejich vznik v molekule v konkrétnim poradi jednotlivymi modifikanimi enzymy. U
antikodonové smycky se jednotlivé modifikace lisi podle toho, o kterou tRNA se jednd, nebot jednotlivé
druhy tRNA maji rozdilnou sekvenci v antikodonu. Nékteré baze mohou zlstat beze zmén, z jinych mohou
vzniknout az Ctyfi rizné odvozené baze v zavislosti na plvodni bazi (Han & Phizicky, 2018). Uridin ve

wobble pozici (34) je vidy modifikovany (Bjork et al., 2007).

Modifikace antikodonové smycky v riznych pozicich pfimo ovliviiuji na rliznych drovnich proces translace.
Naptiklad bylo zjisténo, Ze pomahaji udrzet spravny ¢teci rdmec (Urbonavicius et al., 2001). Ovliviuji i
schopnost tRNA rozpoznavat synonymni kodony — napftiklad studie zabyvajici se krystalovymi strukturami
tRNA pro valin u bakterie Escherichia coli prokazala, Ze modifikaci uridinu na pozici 34 se dd dosdhnout
moznosti parovani antikodonu se vSemi ¢tyfmi moznymi kodony pro valin (GUA, GUG, GUC, GUU)

(Weixlbaumer et al., 2007).

U kvasinky Saccharomyces cerevisiae bylo popsano, ze modifikace uridinu na wobble pozici na mem®s2U

v tRNA pro glutamin, kyselinu glutamovou a lysin je pro kvasinky nezbytnd pro spravny pribéh



proteosyntézy. Bjork et al. (2007) zkoumali vliv delece genl pro proteiny Tuclp a Elp3p, které modifikuji
nukleotid U34. Tato modifikace je pro kvasinky esencialni, nebot dvojita delece TUCI a ELP3 je letalni kvali

Spatnému ¢teni mRNA a tedy poruse proteosyntézy (Bjork et al., 2007).

3 Interakce kodonu a antikodonu

Geneticky kéd obsahuje 61 kodonl, které koduji 20 aminokyselin a 3 kodony kdédujici STOP signal pro
translaci, tzv. STOP kodony. Osmnact aminokyselin je kddovano vice kodony, coZ cini geneticky kdd
degenerovany. Jako univerzalni ho nazyvame proto, Ze se napfic¢ organismy témér neméni (Quax et al.,
2015). Prehled, které aminokyseliny jsou kdédovany jakymi kodony (a kolik kodonl to pro kaZdou

aminokyselinu je), ukazuje tabulka €.1.

Z tabulky je patrné, Ze nékteré aminokyseliny jsou kdédovany pouze jednim kodonem (methionin,
tryptofan), ostatni dvéma az Sesti rlznymi kodony. U téchto ,vicekodonovych” aminokyselin zpravidla
nejsou vsechny synonymni kodony vyuZivany se stejnou frekvenci. Tento jev se nazyva preference kodon(
(codon bias). Jeho moznymi dlvody, stejné jako jeho vyuzitim pro regulaci genové exprese se zabyvam

v dalSich castech prace.

Tabulka €.1: Tabulka ukazujici kddovani jednotlivych aminokyselin pomoci kodond. Kodony UAA, UAG a
UGA znamenaji ukonceni translace. Upraveno podle: Sanchez et al. (2006). Aminokyseliny jsou zde
popsany jednopismennymi symboly. P = prolin, L = leucin, | = izoleucin, M = methionin, V = valin, S = serin,
T = threonin, A = alanin, Y = tyrosin, H = histidin, Q = glutamin, N = asparagin, K = lysin, D = asparagova

kyselina, E = glutamova kyselina, C = cystein, W = tryptofan, R = arginin, G = glycin.



Druha baze kodonu

U C A G
Uuu | 4, | UCU UAU | | UGU c LU
y LUUC ucc | ¢ |UAC UGC cl| 4
UUA | | | UCA UAA Stop UGA [Stop |A | &
uuG UCG UAG UGG | W |G| &
CUU CCU CAU | . | CGU U i
c cuc |  |[ccC| 5 | CAC CGC | o [C] 8
CUA CCA CAA 0 CGA A g
3 CUG CCG CAG CGG G
S AUU ACU AAU | o | AGU | o |U
g A LAUC I | ACC T |LAAC AGC C
N AUA ACA AAA | o | AGA | o A
= AUG | M | ACG AAG AGG G
2 GUU GCU GAU | o | GGU U
N GUC| o [GCC| | | GAC GGC G L€
GUA GCA GAA | o | GGA A
GUG GCG GAG GGG G

Jednopismenna zkratka aminokyseliny

3.1 Wobble parovani

Vice synonymnich kodoni (kddujicich stejnou aminokyselinu) ale miZe byt translatovano stejnou tRNA
diky fenoménu zvanému wobble (Crick, 1966). Jedna se o jev, kdy pti parovani bazi na treti pozici kodonu
jsou moziné interakce mezi bazemi, které se vymykaji Watson-Crickovu standardnimu pdarovani. Crick
identifikoval sedm rlznych mozZnosti, které mohou nastat pfi wobble parovani a popsal i moznosti

parovani, kterych neni mozné dosahnout (Crick, 1966).

K wobble dochazi na pozici 34 v tRNA, coZ je baze v prvni pozici na antikodonu (v kodonu na mRNA paruje
s bazi na treti pozici) — zobrazeno na obrazku ¢.3. Napftiklad uridin v téchto mistech u eukaryot byva
modifikovany pfipojenim funkéni skupiny ¢i rliznych postrannich fetézcu. Je tak mozné, aby jedna tRNA

dekddovala vice kodonovych tripletd (Johansson et al., 2008). Pokud je baze na wobble pozici schopnd



parovat s jakokoliv bazi v prvni pozici kodonu, je tento jev nazyvan superwobble, coZ bylo popsano

napriklad v pripadé uridinu v pozici 34 u chloroplastovych tRNA (Alkatib et al., 2012).

(A) (8)
Akceptorovy 3'...?3 72— 1 05
kmen L—ie
5 4
69 — 4
68 — 5 v v ¥
67 — 6 4k . g
59 66 — 7 D raménko | 1| |
) 62 63 64 65 - = = o _I | | =8
T raménko | 9 « 17 A Ad A
52 5150 49 10 213 174 G | |u)
<4 T g
47
% 2s 2322
s S . ‘g < 20 (c) (D)
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raménko 56 _ag
40 — 30
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| . ! 0
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raménko 36 3f, 34 —*‘_'-_"_"I _‘—_I
3 —"t‘:—l.—l—u_ _"';—-—--E-
I | [ lc) G
mana 5 J1]2[3 (a2 a]a[s)a]2]3) # 1 la) N B
= = A | = T Ll _ﬂ]
| . | u

Kodon
Obrazek ¢€.3: Wobble parovani mezi nukleotidy 3.pozice kodonu a 1.pozice antikodonu (nukleotid ¢.34
v molekule tRNA). (A) V pravé casti obrazku jsou vyznaceny moznosti parovani bazi podle wobble i
Watson-Crickova parovani (G+C) (B) (C) ¢i superwobble (D). A = adenin, C = cytosin, | = inosin, G = guanin,

U = uracil. Tmavé vyznacené pozice tRNA jsou konzervované. Upraveno podle: Mauro & Chappell (2014)

Pomoci wobble Ize tedy dosdhnout toho, Ze kodon bude dekddovan jinou isoakceptorovou tRNA. Avsak
v pfipadé, Ze je k dispozici tRNA, jejiz antikodon bezchybné paruje s kodonem, je tato vyuZivana pro

translaci prednostné a wobble parovani isoakceptorové tRNA se neuplatriuje (Percudani et al., 1997).

4 Preference kodond (codon bias)

Terminem preference kodonl je oznacovana odlisSna frekvence pouzivani jednotlivych synonymnich

kodonu pro kédovani té samé aminokyseliny. Jak bylo popsano v mnohych studiich, pouziti kodon, které
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jsou vyuzivané tou isoakceptorovou tRNA, jiZ je v burice vétsi mnozstvi, je spojeno s efektivnéjsi translaci

a tedy s vysSsi expresi proteinu (Berg & Kurland, 1997) (Hershberg & Petrov, 2008) (Tuller et al., 2010).

U pfibuznych druh( organism jsou bézné preferovany podobné synonymni kodony, lisi se vSak frekvence
pouZiti kodonl mezi rliznymi druhy (Vicario et al., 2007). Nicméné geneticky kéd pro jednotlivé

aminokyseliny se mezi organismy neméni (Fredrick & Ibba, 2010).

O preferenci pouZivani nékterého ze synonymnich koddnt se mluvi jiz pomérné dlouho. Jedna z ¢asnych
studii publikovanych na toto téma byla provedena na modelovém organismu Escherichia coli pro sedm
riznych gen (ompA, tufA, fol, lacY, thrA, trpC a araC) (lkemura, 1981). Korelace mezi mnozstvim
konkrétni tRNA a jejim vyuzitim byla analyzovana pomoci linedrni regrese. Autofi se pokusili stanovit,
které kodony jsou pro E. coli optimalni, spole¢né s nadbytkem pfislugné tRNA. U¢innost translace se totiz

zvysSuje pri uzivani pravé téch kodond, pro které je prislusna molekula tRNA v nadbytku (lkemura, 1981).

S Castéjsim vyuZivanim uprednostriovanych kodon( se setkavame i u bakteridlnich vir(, bakteriofagd,
které neexprimuji vlastni tRNA. V pribéhu evoluce se adaptovaly na pouZivani translacniho aparatu
buriky, kterou infikuji. Mira této adaptace je moZna stanovit pomoci indexu adaptace kodon( (CAl, viz

dale) (Sharp & Li, 1987).

V priloze ¢.1 jsou tabulky, ukazujici cetnosti vyuzivani jednotlivych kodon( a zastoupeni GC par(i v nich u
bakterie Escherichia coli, kvasinky Saccharomyces cerevisiae a ¢lovéka (Homo sapiens). Z tabulek je patrné,
Ze tyto organismy preferuji rizné kodony a maji rozdilny obsah GC parG v genomu i na jednotlivych

pozicich v kodonech. Toto je diskutovano dale.

4.1 Metody stanoveni miry preference kodond

Pro vyzkum frekvence pouzivani synonymnich kodon( jsou uZivdana data ziskana sekvenaci genomu a
analyzovana pomoci statistickych metod a vypoctl; jsou tvofeny matematické vzorce umoznujici analyzy
kodonové preference in silico. Je mozné stanovit miru zastoupeni jednotlivych synonymnich kodont
v urcitém genu a porovnavat frekvenci kodon( v celém genomu daného organismu; ¢i je porovnavat dle
miry zastoupeni bazi s celym genomem (napfiklad dle obsahu GC part), s poctem gen( pro prislusné

isoakceptorové tRNA (jejich nadbytkem), ¢i srovnavat preferenci kodond v genomech rliznych organismd.

Dale uvadim nékteré metody stanoveni preference kodond, se kterymi jsem se setkala v publikacich pfi

psani této bakalarské prace.
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Metoda zvana RSCU (Relative Synonymous Codon Usage) (Sharp et al., 1986) udava podil pozorované
¢etnosti synonymniho kodonu a ofekavané cetnosti, pokud by k preferenci mezi kodony nedochazelo.
Tento vypocet je mozné pouZit také k porovnavani kodonové preference mezi riznymi organismy, ¢i mezi

rlznymi geny.

Pro méreni miry pouZivani synonymnich kodonl se zohlednénim evolu¢nich mechanismU (pfirozena
selekce, mutace) byl jiz v 80. letech vyvinut tzv. Codon Adaptation index (CAl). Jeho hodnoty souvisi
s mirou exprese konkrétniho proteinu. Malo exprimované proteiny mély nizké hodnoty CAl (Sharp & Li,
1987). Na této metodé byl nasledné zaloZen software Cad4Bio, s jehoZ pomoci je mozné odhadnout

expresi heterolognich rekombinantnich proteinl (Mignon et al., 2018).

Byl vytvorfen matematicky model, popisujici vztah mnozstvi urcité tRNA a frekvenci vyuzivani synonymnich
kodont z evoluéniho hlediska (autor vzal do Uvahy mutacni rychlost a velikost populace u rychle se
mnotzicich jednobunécénych organism( — E. coli a kvasinek). V jejich genech se castéji vyskytuji kodony,

které jsou rozeznavany molekulami tRNA, kterych je v bunice vétsi mnozstvi (Bulmer, 1987).

Existuje databdaze frekvence pouZiti jednotlivych kodon( pro rGzné organismy, ktera je dostupna na

internetu (http://www.kazusa.or.jp/codon/) (Nakamura, 2000).

Adaptacni index tRNA (tAl) zohledriuje pocet kopii genll pro tRNA schopnych prelozZit dany kodon. Do
Uvahy je pritom brano i wobble parovani bazi (dos Reis, Savva, & Wernisch, 2004). Index tAl pivodné

vypracovany pro kvasinkové tRNA byl nasledné stanoven i pro dalsi organismy (Sabi & Tuller, 2014).

Vypocet frekvence optimalnich kodont (FOP) udava, s jakou ¢etnosti se v rdmci synonymnich kodoni pro
tutéz aminokyselinu vyskytuje kodon s nejvétSim poctem geni pro pfislusSnou tRNA (Lavner & Kotlar,

2005).

Index oznacovany jako %MinMax uddva frekvenci pouZivani jednotlivych kodon( a urcuje nakolik je dana

sekvence mRNA (tedy kodon() bézna ¢i vzacna (Clarke IV & Clark, 2008).

Byla popsana statistickd metoda, zkoumajici tzv. normalizovanou transla¢ni efektivitu (normalized
translation efficiency, nTE) pro lepsi srovnani rlznych organism (Pechmann & Frydman, 2013). Tato
statistika fika o kodonech, Ze jsou optimalni, pokud je v genomu dostatecny nadbytek genl pro tRNA
s pfislusnym antikodonem. Aminokyseliny jsou vSak z tohoto hlediska kddovany jak optimalnimi, tak méné

optimalnimi kodony.
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4.2 Stanoveni optimalniho kodonu
Jak jiz bylo zminéno vyse, byla vyvinuta fada matematickych modell pro urceni, které kodony jsou u
kterého organismu z hlediska translacni efektivity optimalni. Ne vidy se vsak vysledky zjisténé rdznymi

studiemi shodovaly, coZ dokazuje napfiklad nasledujici debata dvou védeckych skupin.

Studie provedena Hershberg a Petrovem v roce 2009 se zabyvala uréenim pravidel pro vybér optimalniho
kodonu na souboru 675 bakteridlnich genomi, 52 archedlnich a 10 genomU hub. Podle obsahu
jednotlivych nukleotidd byli schopni u kaZzdého genomu popsat, které kodony jsou preferovany. U
genomd, kde byl vyssi obsah GC, byly jako optimalni identifikovany kodony s vyssim obsahem GC a naopak.
Dale identifikovali optimalni kodon pro kazdou aminokyselinu dle poctu jejich kodonli a GC obsahu

genomu (Hershberg & Petrov, 2009).

Wang et al. (2011) s témito zavéry nesoubhlasili, nebot dle jejich ndzoru Hershberg & Petrov (2009) ve své
studii nezohlednili selekci kodont v pribéhu evoluce a pouzili pouze korelaéni metodu bez porovnani
spolehlivosti predikovanych kodonl. Wang et al. (2011) vyzkouseli obé metody (korelaci a porovnani) na
203 bakteridlnich kmenech, z nichZ polovina méla vysoky pocet kopii gent pro tRNA (s vysokym vlivem
selekce na pouZivané kodony, napftiklad geny pro ribosomalni proteiny) a druha nizky. Vysledky této studie
ohledné toho, které kodony jsou optimalni (i z hlediska obsahu GC par( v genomu) se od predchozi studie

provedené skupinou Hershberg & Petrov (2009) znacné lisily (Wang et al., 2011).

Avsak Hershberg a Petrov v nasledujicim vyzkumu porovnali obé metody a potvrdili platnost svych
predchozich vysledk(l. Zaroven diskutovali vhodnost pouzivani ribosomalnich proteinl pro vyzkum rdizné
frekvence pouZivani synonymnich kodon(, nebot tyto geny jsou pfi vyzkumu ¢asto pouzivény. Avsak i
ostatni geny podléhaji selekci pro optimalizaci translace a pouzivani kodont a mélo by to byt pfi vyzkumu
zohlednéno (naptiklad pfi vzajemném srovnavani pouzitych kodonl v rdznych genech) (Hershberg &

Petrov, 2012).

Nékteré studie vysvétlovaly pouziti ribosomalnich gent (jako prikladu vysoce exprimovanych gena) tak,
Ze jiné geny jsou v rdznych tkanich organismid exprimovany v rlizné mire. Nékdy se vsak proto vysledky

nemusi shodovat s dal$imi studiemi (Hiraoka et al., 2009).
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4.3 Davody pro preferenci synonymnich kodond

Proc se objevuje fenomén rlizné frekvence pouzivani synonymnich kodond, se snaZila objasnit fada studii.
Casto popisovanymi pfi¢inami byly selekéni mechanismy (Sharp & Li, 1987) a bodové mutace (Kimura,
1980). Existuje souvislost mezi evoluci tRNA gen( a cetnosti pouZivanych kodon(. Bakterie, které se rychle
mnotzi, potfebuji vysokou rychlost translace. Diky evolu¢nim mechanismim (napfiklad selekci) se u nich

v genomu vyskytuje i vice gend pro prislusné tRNA (Higgs & Ran, 2008).

Dalsi diivod pro rozdilné pouzivani synonymnich kodond muze byt napfiklad obsah GC par(i v genomu,
ktery se mGze u rliznych organism( vyrazné lisit (Chen et al., 2004). Dle vytvoreného modelu existuje
souvislost mezi pouzivanim kodonl a genomovym obsahem GC, takZe organismy s vy$sim podilem GC

pard budou pouZivat vice kodony s vys$sim obsahem GC (Knight et al., 2001).

V genomu je mozné identifikovat takzvané izochory, coz jsou useky DNA lisici se vzajemné obsahem GC
pard (Bernardi et al., 1985). Jeden z mechanismd, jak se miZe obsah GC pard v genomu zvySovat, je
napriklad genova konverze (kopie homologniho Useku pfi rekombinaci), pokud tato neni opravena, ¢i je
opravena ve prospéch GC parl (Galtier et al., 2001). Mechanismu evoluce mnozZstvi GC pard v genomu

vSak muzZe byt i vice, dosud neprobadanych.

Vybér kodon( souvisi také se sekundarni strukturou mRNA. U Saccharomyces cerevisiae bylo popsano, Ze
v nékterych genech jsou upfednostfiovany takové kodony, které umoini vznik sekunddrnich struktur
(napriklad dvouretézcovych usekl, vidasenek a smycek) na mRNA. Tyto sekundarni struktury mohou mit
funkci v regulaci sestfihu a stability mRNA. Kodonové sloZeni ovliviiuje také strukturu pre-mRNA (nez
dojde k vystfizeni intron) z hlediska zvyseni termodynamické stability molekuly (Trotta, 2013); také je

dokumentovan vliv kodonového sloZeni na miru degradace vysledné mRNA (Presnyak et al., 2015).

4.3.1 Preferovana baze na tfeti pozici v kodonu a GC obsah v genomu
Obsah GC pard genomu ma nékdy vliv i na vybér baze na treti pozici v optimalnim kodonu u daného

organismu, ktery bude ¢astéji vyuzivan.

Na genomu 1346 prokaryotnich organismU byla provedena studie, ktera zkoumala frekvenci pouZziti
kodont koncicich pyrimidinovou bazi (U ¢i C). Byly to kodony, pro které nebyl nadbytek prislusné tRNA,
jejich vybér tedy nebyl ovlivnén timto zplsobem. Byla zjisténa souvislost mezi poétem kodonl dané

aminokyseliny a preferovanou bazi ve treti pozici kodonu. Serin, lysin a arginin, aminokyseliny kddované
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nejvice kodony, mély castéji na konci kodonu U, zatimco u aminokyselin se dvéma moznymi kodony byl
spiSe pouZit kodon s C na treti pozici. Dlvodem pro tento nepomér by mohla byt lepsi interakce béhem
parovani kodonu s antikodonem (U ve treti pozici kodonu paruje s G na prvni pozici antikodonu méné
Llepivé”, nez v pripadé C ve tfeti pozici kodonu, co? zlepsuje jejich interakci béhem translace) a tim padem
je mensi Sance chybného zafazeni aminokyseliny v proteosyntéze. V nékterych pfipadech mélo vliv i

mnozstvi GC pard v genomu (Wald et al., 2012).

4.4 Frekvence pouzivani synonymnich kodonU pfi expresi heterolognich protein(

JelikoZ rlizné organismy preferuji rizné synonymni kodony, optimalizovani pouZitych kodonl se vyuziva
v genovém inZenyrstvi, aby se zvysila efektivita produkce heterolognich protein(i (Gustafsson et al., 2004).
Toto se vyuZiva napfiklad ve farmaceutickém pramyslu ¢i pro produkci jinych latek jako enzymu a dalsich

rekombinantnich protein( (Elena et al., 2014).

Existuje rada aplikaci a program(, pomoci nichZ je mozné in silico modelovat, které kodony jsou danym
mikroorganismem preferované, aby jejich optimalita co nejvice odpovidala translaénimu aparatu
konkrétniho vybraného mikroorganismu, a tak se co nejvice zvysila vytéznost produkce heterolognich

proteind (Puigbo et al., 2007) (Chin et al., 2014) (Daniel et al., 2015).

Byly provedeny i in vivo experimenty. Naptiklad skupina Panicker et al. (2015) se snazila zkoumat vliv
pouziti alternativniho START kodonu (misto standardniho AUG napfiklad GUG) na genovou expresi
heterologniho proteinu u Mycoplasma gallisepticum. Iniciace translacniho procesu byla v pfipadé GUG

vice efektivni, avSak na ukor jeho ucinnosti (Panicker et al., 2015).

5 Preference STOP kodon(

Pro terminaci proteosyntézy existuji tfi kodony (UAG, UAA a UGA). Jeliko? je jejich efekt ve vysledku stejny
(a jsou vétSinou tedy také povaZzovany za synonymni), nékteré studie se zaméfily i na vyzkum frekvence
pouzivani téchto STOP kodon(. Analyzou eukaryotickych genomu bylo zjisténo, Zze i STOP kodony jsou
vyuzivany s raznou frekvenci. U rGznych organism( se preferovany STOP kodon lisi, avSak nebyl potvrzen
vztah k obsahu GC parli v genomu ani k Urovni genové exprese. Zalezelo vSak na sekundarni strukture

transkriptu, napriklad UAA se spiSe vyskytoval se smyckach (Sun et al., 2005).
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Kodon UAA je ve vétsi mife pouzivan nizsimi eukaryoty (napftiklad kvasinky ¢i bezobratli), UGA u eukaryot
s vétsi komplexitou (obratlovci). Pomér mezi zastoupenim téchto dvou STOP kodon( se postupné méni
s rostouci komplexitou organismu. UAG se ukazal v porovnani s predchozimi jako vSeobecné nejméné
pouzivany. Avsak u genom rostlin a nékterych obratlovci nebyla zjisténa preference UAA pred UGA (Sun

et al., 2005). Vysledky jsou zobrazeny na obrazku ¢.4.

U clovéka je Castéjsi preference UGA vysvétlovana vyssim obsahem GC par( v kodujicich sekvencich a

obecné v genomu, avsak v AT-bohatych oblastech je preferovan UAA (Trotta, 2016).

LI

Houby Bezobratli  Rostliny Dalsi obratlovci  Dal3i savci  Hlodavci Clovék

ik

bt

RSCU

o2

Obrazek ¢.4 Zastoupeni STOP kodoni ve vybranych eukaryotickych genomech. Vysvétleni je popsano vyse

v textu. Na ose Y lezi hodnoty RSCU (viz vyse). Upraveno podle: Sun et al. (2005)

Nékdy vsak kodon UGA muze kddovat tryptofan, jak bylo popsano u Mycoplasma. UGA i UGG koduji

tryptofan také v mitochondrialnim genomu (Yamao et al., 1985).
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Pomoci in vivo genetickych modifikaci Ize dosahnout toho, Ze STOP kodon bude alternativné smysluplné
translatovan, napfiklad nékterou z nestandardnich aminokyselin. U kmene MG1655 bakterie Escherichia
coli autoti zménili pomoci in vivo genomové editace funkci STOP kodonu UAG (ktery je v tomto genomu
nejméné Casty) deleci release faktoru 1, rozeznavajiciho pravé tento vzacny STOP-kodon. Za pomoci nové
vloZené aminoacyl-tRNA syntetazy mohla byt jeho ¢tenim do peptidového fetézce vnesena nestandardni
aminokyselina (zde konkrétné p-azidofenylalanin, 2-naftalalanin ¢i fosfoserin). Jako STOP kodon byl
pouzivdn UAA, ktery vyuziva release faktor 2, jenz byl v burice normalné pritomen. Ackoli se objevila
zvysena odolnost vici fagovi T7 (nebot 6 z jeho 60 STOP-kodon( jsou UAG a v burice chybél release faktor
1), nékdy vsak takovato zaména snizila fitness bakteridlni burnky, napfiklad v ptipadé vneseni fosfoserinu

dochazelo ke $patnému skladani tvorenych proteinl (Lajoie et al., 2013).

Bylo také zjisténo, Ze existuji preferované kodony, pouzivané za start kodonem AUG a pred jednim ze

STOP kodond, v zavislosti na obsahu CG part v genomu (Paul et al., 2018).

6 Vliv pouzivani synonymnich kodond na efektivitu translace

Jiz dlouho je zndmo, Ze (napfiklad diky evolu¢nim procesiim jako selekce, mutace ¢i drift) preference mezi
kodony a optimalizovani translacniho procesu z hlediska translac¢ni rychlosti ¢i presnosti u
jednobunécnych organism( zvysSuje jejich rlistovou rychlost a fitness (Bulmer, 1991). Rychlost translace

se obecné lisi u prokaryot a eukaryot (u bakterii je rychlejsi) (Cannarrozzi et al., 2010).

Z hlediska urceni translacni rychlosti je limitujici krok jeji iniciace. Tato muze byt ovlivnéna také pouzitim
preferovanych synonymnich kodonU na pocatku transkriptu, nebot se rychleji translatuji (Chu et al., 2014).
Pouzivani optimalnich kodon(, na rozdil od téch méné preferovanych, také zvysuje rychlost elongace

translace (Yu et al., 2015).

Kterd ¢dst transkriptu je pravé ctena (a tedy ktery presné kodon je pravé pouzivan), lze zjistit pomoci
metody zvané ,ribosome profiling” (Ingolia et al., 2009). S jeji pomoci je mozné urcit i jak dlouho je kodon
pfitomny v ribosomu na A- ¢i P-misté, a tedy odhadnout jeho optimalitu na zakladé rychlosti jeho translace

(Brule & Grayhack, 2017).
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6.1 Vyzkum preference kodonu a efektivity translace ve vSech doménach Zivota

Cannarrozzi et al. (2010) zkoumali genom kvasinky Saccharomyces cerevisiae, konkrétné translaci deviti
,vicekodonovych” aminokyselin (ala, arg, gly, ile, pro, leu, ser, thr, val). Byla porovnavana frekvence
pouzitych synonymnich kodon( s nasledujicim kodonem pro tu samou aminokyselinu. Byla zjisténa
vzajemna zavislost, nebot tyto kodony jsou €asto translatovany tou samou molekulou tRNA, jak ukazuje
obrazek ¢€.5. Toto bylo pozorovano pro casté i vzacné kodony, a vyraznéji u genu, které byly vice
exprimované. S vétsi vzdalenosti mezi synonymnimi kodony se vsak tento jev sniZzoval (Cannarrozzi et al.,

2010).

Poradi synonymnich kodont

2l0GGG
| [eler
o |BGGC, GGT

Zvyseni translacni rychlosti

Fixovano selekci
Umoznéni --"'Jr
zvyseni exprese

Obrazek €.5: Translatovani synonymnich kodonu. Upraveno podle: Cannarrozzi et al. (2010)

Timto je mozna recyklace tRNA a urychleni translaéni rychlosti; zvysi se tedy efektivita translace. Autofi se
domnivaji, Zze pravé vyuzitd molekula tRNA se jesté pfilis nevzdalila od ribosomu (nebot jeji pohyb je
pomalejsi neZ jeji opétovna aminoacylace a Ucast v translaci) a mlzZe se tedy rychleji opét zapojit
v translaénim procesu; i Ze tato tRNA zlistava primo spojena s ribosomem a proto byva opét vyuZita

(Cannarrozzi et al., 2010).
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Podobny jev byl zjistén i u Escherichia coli 0157:H7 (kmen Sakai), coZ znaci, Ze optimalizace efektivity
translace probihd i u bakterii. Podobné jako ve studii Cannarrozzi et al. (2010), byly popsany tak zvané
kodonové pary (dvojice kodon v transkriptu, které za sebou nemusi bezprostfedné nasledovat, ale koduji
identickou aminokyselinu v proteinu). Celkové bylo studovano 773 bakteridlnich genom{. V transkriptech
E. coli byl vSak na rozdil od Saccharomyces cerevisiae druhy kodon z paru prevazné slozeny ze stejného
tripletu bazi (napfiklad UUU-UUU, UUC-UUC pro fenylalanin). Toto se potvrdilo i u ostatnich zkoumanych
bakteridlnich kmend. V mensi mite se uplatiiovaly pary kodon(, které nebyly shodné (UUU-UUC ¢&i UUC-

UUU) (Shao et al., 2012).

Pouzivani kodonovych part bylo pozorovéano i u archei. Podobné jako u bakterii, také archea vice vyuzivaji

dvojice identickych kodonU. Studie byla provedena na 122 archealnich genomech (Zhang et al., 2013).

Zda se tedy, Ze ve vSech doménach Zivota (prokaryota, archea i eukaryota) dochazi k preferovani mezi

synonymnimi kodony, jako zplsobu regulace translaéni efektivity.

6.2 Pouzivani synonymnich kodonu a efektivita translace

Tuller et al. (2010) zkoumali pomoci indexu tAl (viz vyse) na velkém poctu osekvenovanych genomu
rtznych organism(l zastoupeni jednotlivych kodonl a mnoZstvi molekul tRNA, které je rozeznavaji; a jak
tyto faktory ovliviuji predpokladanou rychlost translace. Pro prvnich 30-50 kodon( byla zjisténa Ucinnost
translace obvykle nizsi neZz u zbytku proteinu (u nasledujicich kodonl doslo k 5-10% zvySeni ucinnosti
translace, u vétsiny eukaryotickych organismu dale i ke konci transkriptu). Primérna hranice, kdy doslo
k popsanému jevu, byla stanovena u eukaryot na 34,5 kodonu, u prokaryot na 24 kodonu. Toto pocatec¢ni
zpomaleni translacni rychlosti se nazyva ,ramp“ a autofi ho vysvétluji jako zplsob zabranéni ,, dopravni
zacpé” ribosomu, ktera by snizila procesivitu (Tuller et al., 2010) (Fredrick & Ibba, 2010). Pfehled ukazuje

obrazek ¢.6.

18



w
%ﬂcéc%

CGC cae

CGG CGo
Cl tRNA v nadbytku
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CGEo
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Nizsi translacni rychlost Vy33i translacni rychlost
Vyssi denzita ribosoml Nizsi denzita ribosomU

Obrazek €.6: Rychlost translace je ovlivnéna pouzitymi kodony a abundanci ptislusnych tRNA molekul.

Upraveno podle: Tuller et al. (2010).

6.2.1 Efektivita translace - srovnani vybranych eukaryotickych genomu

Kanaya et al. (2001) porovnavali genomy péti eukaryotnich organismG (Schizosaccharomyces pombe,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Xenopus laevis a Homo sapiens). V této studii byla
zkoumana souvislost mezi frekvenci pouzivanych kodon( a efektivitou translace, do Uvahy byl vzat pocet
genU pro tRNA (Kanaya et al., 2001). U tfech z péti zkoumanych genom( (S. pombe, C. elegans, D.
melanogaster), zejména uvice exprimovanych gen( (ribosomalni proteiny, histony), byla zjiSténa pozitivni

korelace mezi vybérem kodonu a jejich vlivem na efektivitu translace.

U drapatky (X. laevis) ani clovéka se podobna zavislost u téchto proteinli nepotvrdila, ¢ehoZ vysvétleni by
mohlo byt to, Ze u téchto druh( je nejspiSe pro rliznou frekvenci pouzivani synonymnich kodon( jiny
dlvod, nezZ zefektivnéni translace. Napfiklad u clovéka by jeden z faktord mohl byt obsah GC par(
v kodonech, ktery se lisi dle genl a jiz na Urovni transkripce je genova exprese regulovana methylaci

cytosinu v kddujicich oblastech DNA (byly zminény napfiklad geny pro histony). U ¢lovéka nebyl zjistén ani
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vyrazny rozdil v poctech kopii gen( pro isoakceptorové tRNA, avsak u S. pombe a C. elegans ano, v souladu

s vySe popsanym nalezem vyssi efektivity translace téchto vyse zminénych proteind (Kanaya et al., 2001).

6.3 Preference kodon( v zavislosti na poc¢tech kopii mMRNA

Hiraoka et al. (2009) zkoumali frekvenci pouzivani synonymnich kodonl a jejich preferenci u kvasinky
Schizosaccharomyces pombe. P¥i expresi ribosomalnich gent byl nejvétsi rozdil v pouziti kodonU oproti
celogenomovému priméru pozorovan u aminokyselin kédovanych dvéma kodony; nicméné rozdily byly
pozorovany i u ostatnich aminokyselin. Pouziti kodon( s G ¢i C na tfeti pozici bylo v souladu s GC obsahem
v genomu. PoufZiti kodonl u ribosomalnich genl odpovidalo kodonim, které se vyskytovaly u vice

exprimovanych gen( (Hiraoka et al., 2009).

Zjisténa frekvence pouzivani kodonl u ribosomalnich gen( u ,,dvoukodonovych” aminokyselin S. pombe
dle Hiraoka et al. (2009) je znazornéna na obrazku €.7. Z obrazku je jasné patrna rozdilnost v zastoupeni

synonymnich kodon( u slabé a silné exprimovanych gen.
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Obrazek €.7: Pouziti synonymnich kodon (frekvence pouZiti na ose y) v zavislosti na mife genové exprese
(pocet kopii mRNA, osa x) u kvasinky S. pombe. Rozdil byl nejvétsi pravé u aminokyselin kédovanych

dvéma kodony, které uvadi tento prehled. Zkratky aminokyselin jsou vysvétleny vySe v casti Seznam

Pocet kopii mRMNA

pouZitych zkratek. Upraveno podle: Hiraoka et al. (2009)

6.4 Vliv preference kodon( na presnost translace

Byl zkouman také vliv frekvence poutziti synonymnich kodoni na pFesnost translace. Stoletzki & Eyre-

Walker (2007) studii genomu Escherichia coli zjistili, Ze pfi pouZiti optimalnéjsich kodonl dochazi ke
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snizeni Cetnosti chybnych zarazeni aminokyselin ¢i predcasného ukonceni translace (Stoletzki & Eyre-

Walker, 2007).

Shah & Gilchrist (2010) provedli podobnou studii na 73 bakteridlnich genomech v souvislosti s nadbytkem
prislusnych tRNA. Bylo zjisténo, Zze nékdy nemusi byt pouZiti kodond, které jsou rozeznavany vétsim
mnozstvim prislusnych tRNA, z hlediska presnosti translace tou nejlepsi volbou. Pokud je totiZ v nadbytku
i tRNA, ktera se lisi v antikodonové sekvenci jednim nukleotidem (tzv. near-cognate tRNA), mlzZe zvysené

dochazet k chybam v zafazeni aminokyseliny (missense mutace) — priklad ukazuje obrazek ¢.8.

@® Near-cognate

@ Non-cognate

/ ear(ACA) =n(ACA)
Nedochazi Missense Nonsense

k chybé

' B

ACA CCC

Obrazek ¢.8: Translatovani kodonu ACA. V pfipadé ¢teni tRNA s odpovidajicim antikodonem (cognate

tRNA) nedochazi k chybé. Pokud je v nadbytku tRNA s podobnym antikodonem (near-cognate tRNA;

vypocteno dle tzv. ,missense mutation rate”, em), mize dojit k missense mutaci; pfipadné k rozpoznani
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kodonu release faktory, rozpadnuti ribosomu ¢i posunu ctecicho ramce, které by vedlo k ,nonsense
mutaci“. Tyto procesy by mély za nasledek predcasné ukonceni translace (s pravdépodobnosti ,,nonsense

error rate”, en). Prislusné vypocty uvedeny v publikaci. Upraveno podle: Shah & Gilchrist (2010)

Také byl zjistén vztah mezi elongacni rychlosti translace a s ¢etnosti missense mutaci. V ptipadé nonsense
mutaci se vsak zjistilo, Ze jejich Cetnost klesala se zvySenim elongacni rychlosti, coz by mohlo mit na

frekvenci pouzivani synonymnich kodon@ vyznamny vliv (Shah & Gilchrist, 2010).

7 Vliv pouziti synonymnich kodonU na strukturu proteinu

Presnost translace, kterd je dand také evoluéni optimalizaci frekvence pouZitych kodonl a jejich
odpovidajici tRNA, ma vliv na spravné slozeni a funkénost proteinu. Spatné slozeny protein maze napfiklad
pUsobit cytotoxicky (Drummond & Wilke, 2008). Objevila se tedy teorie, zda se optimalni kodony vice
objevuji na mistech, kterd jsou z hlediska translace oznacovdna jako citliva. Témi jsou myslena mista, kde
by se mohla objevovat chyba pfi translaci a nasledné by se kvuli tomu protein Spatné slozZil (T. Zhou et al.,

2009).

Byly zkoumany geny ¢ty modelovych organism0 (E. coli, S. cerevisiae, Drosophila melanogaster a Mus
musculus) a jejich ortology. Pomoci statistickych metod (chi-kvadrat test) autofi vybrali optimalni kodony
u 5% nejvice a nejméné exprimovanych genl. Tyto kodony pak analyzovali pro kazdy gen a kazdou
aminokyselinu. Porovnavali jejich lokalizaci s konkrétnim mistem v sekvenci, jestli jsou optimalni kodony
pouzity spiSe v oblastech uvnitf proteinu (,burried sites”) ¢i exponovanych mistech (,exposed sites”).
Zjistili, Ze pro vétSinu aminokyselin byly ¢astéjsi optimalni kodony uvnitt proteinu. U E. coli vsak u alaninu
a valinu vysel opacny vysledek. U vsech ¢tyfech druhl nebyla zjisténa tato preference u kodonl pro

cystein, kyselinu glutamovou, histidin, prolin ani tyrosin (T. Zhou et al., 2009).

To, Ze se optimalni kodony vice vyskytuji v mistech uvnitf proteinu, se nasledné potvrdilo, kdyzZ autofi
rozsifili zkoumany vzorek sekvenci na 25% nejvice ¢i nejméné exprimovanych gend, zejména u genu s vyssi
expresi. Vyskyt optimalnéjsich kodonu uvnitf proteinu by mél zabranit transla¢nim chybam, nebot mutace
v téchto mistech by mohly mit vyraznéjsi dopad na strukturu proteinu po jeho slozeni. Mohly by tedy vést

k chybnému skladani (T. Zhou et al., 2009).
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Vliv kodonového sloZeni na strukturu a kotranslacni skladani proteinu byl potvrzen i dalSimi studiemi,
napriklad na houbé Neurospora crassa (Yu et al., 2015) ¢i na savéim proteinu z o¢ni ¢ocky, gamma-B-

crystallinu (Buhr et al., 2016).

7.1 Vliv pouzivani vzacnych kodon( na strukturu proteinu

Néktefi autofi se zaméfrili také na studium vzacnych kodond, tedy takovych kodond, které jsou pouzivany
s vyrazné nizsi frekvenci nez k nim synonymni kodony. Studiem mnoha prokaryotickych i eukaryotickych
genom( bylo zjisténo, Ze vzacné kodony se objevuji ve skupindch a nebyvaji umistény jednotlivé. Toto

bylo popsano na rliznych genech, bez zavislosti na mire jejich exprese (Clarke IV & Clark, 2008).

‘

U E. coli a dalSich prokaryotickych organism( se ukazalo, Ze se vzacné kodony zvySené vyskytujina 3‘i 5
konci kodujici oblasti v porovnani se sekvenci uprostfed genu (Clarke IV & Clark, 2010). Dale bylo
objeveno, Ze umisténi téchto vzacnych kodon( je do znacné miry konzervované od bakterii po savce
(Chaney et al., 2017). Navic zdména vzacného kodonu za optimalni v téchto Usecich vede k naruseni
nativni hladiny exprese, struktury a funkce proteinu, jak bylo ukdzano u proteinu FRQ fidiciho cirkadialni

hodiny u houby Neurospora crassa (M. Zhou et al., 2013).

Vsechna tato data ukazuji na fyziologickou funkci vzacnych kodond, kterd by mohla byt vysvétlena
hypotézou, podle niz dochazi pfi ¢teni téchto kodonl ke kratkodobému zastaveni translace, protoze
prislusnd tRNA je v burice mdlo zastoupend, coZz muiZe poskytnout nékterym obtizné sbalitelnym

proteinovym doménam dostatek ¢asu na zaujmuti spradvné konformace (Clarke IV & Clark, 2008).

Nékterym kombinacim po sobé nasledujicich kodon(i se naopak organismy snaZi vyhybat. Naptiklad
kombinace kodonli NNU-AAN a NNU-AGN m(iZe pfi posunu c¢teciho ramce zplsobeném sklouznutim

ribosomu vyustit ve STOP kodon UAA ¢i UAG (Tats et al., 2008).

8 Zmény genové exprese ovlivnéné preferenci kodont ¢&i nadbytkem

tRNA

U kvasinky Saccharomyces cerevisiae bylo zjisténo, Ze ve stresovych podminkach, jako je napfiklad zména
osmotickych ¢i oxidacnich podminek, zména teploty ¢i diauxické pfepnuti, dochazi ke zméné exprese tRNA

(Torrent et al., 2018) a modifikacim jejich nukleotidd (Deng et al., 2015), ¢imzZ je ovlivnéna translace a
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potazmo genova exprese. Proteiny, produkované pfi stresu, Castéji obsahuji kodony, které jsou

v celogenomovém méritku vzacné.

Vlivem stresovych podminek dochazi ke zméné exprese jednotlivych genli pro tRNA, to znamena ke
zvyseni Ci snizeni mnozstvi rznych druh( tRNA s konkrétnim kodonem v burce. Vysledné druhové sloZeni
dostupnych tRNA potom vice koresponduje s kodony, které jsou preferovany u stresovych proteind, coz
vede ke zvySeni translace téchto protein(l a adaptaci na stresové podminky. Naopak mRNA s ,optimalnim*“
slozenim kodonl (pfevainé geny spojené s ristem) jsou translatovany méné efektivné. Roli také hraji
modifikace nukleotid(l ve wobble pozici. Dochazi tedy k adaptaci ke zméné podminek v dostupnosti tRNA
molekul. Cim déle stresor na kvasinky ptisobi, tim je zmé&na v dostupnosti tRNA vyraznéjii (Torrent et al.,

2018).

Prehled zmén v translaci vlivem plsobeni stresovych podminek ukazuje obrazek ¢.9.

Zmény
y v nadbytku
Zmeny tRNA Optimalni rdstové podminky Odpovéd na stres v prostfedi
v nadbytku
mRNA X .
% Elongace er? s
—e....\‘ ) & : tgff ? P
- Iniciace ¥ - Fas B
P T B e e
. . Nabidka Pouzité Produkce Zména PouZité Zména v produkci
Zmény v produkci tRNA kodony proteindi vnabidce tRNA  kodony proteini
proteinu

Duasledek zmén v nadbytku molekul mRNA a tRNA na proteinovou expresi

Obrazek €.9: Zména genové exprese jako dlsledek plisobeni stresovych faktor( prostfedi. Upraveno

podle: Torrent et al. (2018).

9 Preference kodonu u Clovéka

Lavner & Kotlar (2005) ve studii genové exprese lidského genomu zjistili (pomoci matematického modelu
na vypocet frekvence optimalnich kodon), Ze rozdilnd preference kodon( se vyskytuje u vice a u méné
exprimovanych gen(. U vice exprimovanych gen( jsou kodony vychyleny smérem k poufZiti tRNA, které
maji vétsi pocet kopii gend. U méné exprimovanych genl muze preference mezi synonymnimi kodony
slouzit ke snizeni translaéni rychlosti, jelikoz jsou k translaci pouZity tRNA kddované mensim poctem

genovych kopii (Lavner & Kotlar, 2005).
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U Clovéka jako sloZitétho mnohobunécného organismu byla popsana odliSnost v preferenci kodonl
v rliznych tkanich (Plotkin et al., 2004) a jak jiz bylo zminéno vyse, i exprese isoakceptorovych tRNA je ve
tkanich rozdilna (Dittmar et al., 2006). Sémon et al. (2006) vsak popsali, Ze rozdil v pouZivani kodonl
v jednotlivych tkanich sice existuje, ale neni tolik vyrazny, aby selekéné ovlivnil translaéni proces. Mozny
dlvod k preferovani riznych synonymnich kodon( se zdaji byt rizné regionalni variace sekvenci (Sémon

et al., 2006).

Dale se napfriklad ukazalo, Ze preference mezi synonymnimi kodony je u geni na chromosomu Y celkové
nizka, ale prece jenom nékteré kodony byvaji vice zastoupené (Choudhury et al., 2017) (Choudhury et al.,

2018).

Nékteré védecké skupiny se zamérily také na vyzkum vlivu nadbytku tRNA v nddorové biologii (v progresi
nadorového onemocnéni, napriklad metastazovani (Goodarzi et al., 2016)) ¢i vliv preference kodon( na
vybrana onemocnéni (napfiklad v patogenezi karcinomu ovaria (Uddin et al., 2019)). Tyto poznatky vsak

presahuji napln tématu této bakalarské prace.
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10 Zaver

Vyzkum frekvence vyuZivani optimalnich kodonl a jeho vliv na genovou expresi byl proveden na
genomech fady organisml ze vSech domén Zivota. Preference kodonl (codon bias) byla zkoumana
v souvislosti s mnozstvim dalSich faktorl, jako z hlediska evolu¢niho, celkovym sloZzenim genomu
(mnozstvi GC paru), koadaptaci s poctem gen( pro pfislusnou isoakceptorovou tRNA. Byl popsan vliv
pouzivani synonymnich kodonl na efektivitu translace, rdst bunky ¢i jednobunécnych organismd.
Kodonové slozeni ma také prokazany efekt na stabilitu molekuly mRNA a schopnost proteinu spravné se

sloZit.

Neexistuje sada kodonu, kterd by byla optimalni univerzalné pro vSechny organismy. V evoluci doslo
v kazdém genomu k pfizptsobeni frekvence pouzivanych kodon( pro optimalizovani translacni efektivity,
u mnohobunécnych organisml se preference mezi synonymnimi kodony a exprese pfislusnych
isoakceptorovych tRNA dokonce lisi na drovni jednotlivych tkani. Znalosti tohoto faktu a optimalizace
kodonl pro konkrétni mikroorganismus se da vyuZit napriklad pfi heterologni expresi proteind

mikroorganismy.

Frekvence pouzivani urcitého kodonu je Uzce spjata s dostupnosti jeho isoakceptorové tRNA. Diky
fenoménu wobble a éetnym modifikacim bazi v ramci molekuly tRNA muiZe byt sice kodon ¢ten vice
transferovymi RNA, avsak v pfitomnosti perfektni shody v parovani kodon-antikodon je upfednostnéna
molekula tRNA s takovymto antikodonem. Dostupnost isoakceptorové tRNA souvisi s poctem kopii jejich

genl v genomu.

Vzacné kodony vsak nebyly evoluéné z genomu odstranény, nebot jejich pomalejsi translaci je ziskan cas
na spravné kotranslacni skladani proteinu. Vyskytuji se spiSe ve skupindch a méné casto ojedinéle.
Proteiny, produkované v odpovédi na stresové podminky prostredi, jsou kddovany také vzacnéjsimi
kodony, avsak doslo k adaptaci na zmény dostupnosti tRNA, vyvolané témito vnéjSimi stresory. Také,
ackoli START kodon je stejny, mezi jednotlivymi organismy se lisi i frekvence pouZzivani a zastoupeni STOP

kodona.

V této praci jsem shrnula dostupnou literaturu na dané téma, abych nastinila stav sou¢asného poznani.
Stdle jesté tento fenomén nebyl Uplné objasnén. Vérim vsak, Ze se stdle vétsSim mnozstvim poznatkl
v molekularni biologii bude vyzkum preference mezi synonymnimi kodony dale pokracovat a dojde

k rozsiteni poznatkd a upfesnéni dalSich faktor, které zatim nejsou znamy.
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